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紫杆柽柳与其它物种脂质转运蛋白基因编码蛋白的同源性比较
王玉成*  禇延广  姜静  杨传平  刘桂丰
东北林业大学林学院，哈尔滨 150040

提要  根据从柽柳 cDNA 文库克隆获得的脂质转运蛋白(LTP)的部分序列，用 RACE 技术克隆出其全长 cDNA 序列。基因
的 5' 非翻译区 96 bp， 3' 非翻译区 222 bp，开放阅读框 285 bp，编码 94 个氨基酸，预计蛋白的分子量为 9.9 kD，等电点为
8.02。此基因有 8 个位置保守的 Cys 残基及 26 个氨基酸的信号肽，为典型的植物脂质转运蛋白基因。其基因序列数据库
(GenBank)登录号为 AY574218(基因)和 AAS79106(蛋白)。
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Abstract  Based on the partial sequence of a lipid transfer protein (LTP) gene acquired from a clone in Tamarix
androssowii cDNA library, the LTP gene was cloned by using rapid amplification of cDNA end (RACE) technology.
The acquired gene was 603 bp in length, including 96 bp of 5' untranslated region, 222 bp of 3' untranslated
region, and an open reading frame (ORF) of 285 bp. The ORF region encoded a peptide of 94 deduced amino
acid residues. The deduced molecular weight of protein was 9.9 kD and its isoelectric point was 8.02. This
gene contained 8 cysteine residues that were conserved in amino acid sequence, and had a signal peptide with
26 amino acids. It was a typical plant LTP gene. The gene was accepted by GenBank, the accession numbers
were AY574218(gene) and AAS79106(protein).
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高等植物的脂质转运蛋白(lipid transfer

protein，LTP)是一类小分子的碱性蛋白，其基本

功能是能够在生物膜之间转运磷脂，并参与细胞

内生物膜的形成[1]。此蛋白还参与植物的抗病反

应，是一种植物抗病蛋白，在玉米、大麦体内

可以抑制多种病原菌生长[2]。它可以受盐、旱胁

迫，外源ABA[3,4]和冷胁迫[5]及损伤[6]等逆境诱导而

表达量增加，是植物抵抗逆境胁迫的蛋白，在抗

逆基因工程研究中有重要意义。

柽柳(Tamarix sp.)为灌木或小乔木，具有强

的抗旱、耐盐能力，广泛分布于我国西北的荒漠

中，是优良的防风固沙、水土保持和盐碱地造林

树种。柽柳抗逆生理的研究已经有报道。如曾凡

江等[7]研究了柽柳的水势日变化和蒸腾速率等水分

生理特征。王霞等对不同种柽柳在水分胁迫时体

内膜保护酶及膜脂过氧化情况进行了研究[8] ；并研

究了脯氨酸、可溶性糖含量的变化及 K+、Na + 积

累规律[9] ；还研究发现，缓慢水分胁迫下多枝柽

柳和长穗柽柳内源激素 ABA、IAA 和 GA 含量均明

显增加[10]。 王燕凌等[11]研究了塔里木河下游两个

断面不同水位下生长的柽柳组织中渗透性物质、

S O D 、P O D 等的变化规律。

但目前，柽柳抗逆的研究都集中在生理学方

面，对柽柳抗逆基因克隆的研究尚未见报道。本

文构建了紫杆柽柳(以下简称柽柳)cDNA文库，通
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过对文库克隆测序，获得了脂质转运蛋白基因片

段。并以此为基础，以 RACE 技术克隆出其全长

cDNA 序列。并通过对其 cDNA 序列分析，揭示

了此基因的信号肽、疏水性、功能氨基酸位置以

及与其它物种脂质转运蛋白基因的同源性等信息。

材料与方法

盆栽三年生柽柳(Tamarix androssowii)用

0.4 mol·L-1 的 NaHCO3 溶液浇灌，进行胁迫处理。

胁迫60 h 后，取柽柳的叶片及嫩茎提取总RNA，

并分离mRNA，应用cDNA 文库构建试剂盒(ZAP-

cDNAÒ Synthesis Kit和ZAP-cDNAÒ GigapackIIIÒ Gold

Cloning Kit)构建柽柳cDNA文库，对文库的克隆进

行随机测序(MegaBACEÔ 1000 DNA 序列分析仪，

此项工作由本实验室完成)。获得的脂质转运蛋白

基因部分序列，经BLASTX 分析发现，此基因3'

端完整，5' 端缺乏约33 个氨基酸，为非全cDNA

序列基因。根据已知序列，设计5' RACE引物为：

5' AGGCGTCTGTTCCCTCAGTCTGCTGCAG 3'。

5' RACE克隆脂质转运蛋白基因时，取1 mg
柽柳总RNA进行反转录(具体操作步骤按试剂盒说

明书进行)，转录完成后加 T E 缓冲液稀释到

100 mL，用作 RACE-PCR 和此基因编码区扩增的

PCR 模板。5' RACE 的 PCR 反应体系参照试剂盒

(SmartTM RACE cDNA Amplification Kit，BD

Biosciences)说明书配制， PCR反应使用降落PCR

(touchdown PCR)程序，修改为：94℃预变性 1

min；94℃ 6 s，72℃ 3 min，6个循环；94℃ 6

s，70℃ 12 s，72℃ 3 min，5个循环；94℃ 6

s，68℃ 12 s，72℃ 3 min，30 个循环；72℃

保温 7 min。

R A C E 的 P C R 扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳，回收目的片段。将回收片段与 pMD18-T 载

体[宝生物工程(大连)有限公司]说明书连接，连接

产物转化大肠杆菌JM109，在含 X-gal 和 IPTG 的

氨苄青霉素的LB固体培养基上过夜培养。根据蓝

白斑选择阳性克隆，随机挑取 4 个阳性克隆，提

取质粒。以质粒为模板，用 pMD18-T 两端的引

物 RV-M 和 M13-47 进行 PCR，鉴定插入片段的大

小，选择插入片段与目的片段大小相符合的克隆

进行测序(由上海博亚生物技术有限公司完成)。

用NCBI的两序列列队(align two sequences)程

序进行序列的拼接，拼接后的序列进行 BLAST 相

似性比较，用 ORF 查找程序寻找拼接后序列的开

放读码框，用多序列联配程序[Clustalx(1.8)]进行

多序列比较和分子进化树的绘制。用信号肽预测

程序(SignalP 1.1)预测蛋白的信号肽及可能的切割

位 点 。

脂质转运蛋白的疏水性分析用BioEdit软件的

疏水性分析程序(Cornette Scale Mean Hydrophobic-

ity profile)进行。

实验结果

1  柽柳cDNA文库的建立

获得的柽柳cDNA文库滴度为5.6×105，其插入

片段的大小在0.3~2.4 kb之间。对扩增后的文库克

隆进行随机测序，将获得的序列除去polyA 区后，

获得脂质转运蛋白基因部分序列长度为421 bp。

BLASTX分析表明，此序列与拟南芥(Arabidopsis

thaliana)的脂质转运蛋白、马铃薯(Solanum

tuberosum)的推定(putative)脂质转运蛋白、大麦

(Hordeum vulgare)的非特异性脂质转运蛋白序列同

源性很高。据我们推断，此序列为脂质转运蛋白

的部分序列。此片段的序列如下：

2  RACE 片段的克隆与测序

通过5' RACE-PCR 获得1个长约300 bp的特

异性扩增条带，对此条带进行测序，BLASTX 分

析显示此序列为脂质转运蛋白基因序列。应用
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NCBI 的两序列列队程序将5' RACE 获得的序列与

文库中获得的脂质转运蛋白片段进行拼接，获得

其全长的 cDNA 序列，并应用 NCBI 的 ORF 查找

程序找到其开放读码框，得到的柽柳脂质转运蛋

白基因序列及由其推导的氨基酸序列(图 1)。

3  柽柳与其它物种脂质转运蛋白基因编码蛋白的

同源性比较

对此序列进行 BLASTX 分析，发现此种基因

与GenBank 中其它物种的脂质转运蛋白基因序列

相似性在 28%~68% 之间。选取与此种基因相近

的 7 个物种的脂质转运蛋白基因序列，用多序列

联配程序[Clustalx(1.8)]进行多序列比对(图2)，绘

制进化树(图 3)。

从 8 种植物的脂质转运蛋白的分子进化树可

以看出，这 8 个物种的脂质转运蛋白可以大致分

为 3 类，柽柳脂质转运蛋白与马铃薯脂质转运蛋

白在进化关系上较为接近，而与其他植物的脂质

转运蛋白在进化关系上较远。

信号肽预测程序分析表明，脂质转运蛋白的

前26个氨基酸疏水性较强，可能在第26(Glu)和

第27(Ala)氨基酸处存在信号肽切割位点(图1)。生

物信息学分析结果表明，此种蛋白的等电点为

8.02，分子量为 9.9 kD。

4  脂质转运蛋白的疏水性

柽柳脂质转运蛋白的1~26区段氨基酸疏水性

很强，具有典型的信号肽特征，其后有两段范围

较广的疏水氨基酸，其间有较短的亲水序列。此

种蛋白含有高比例的疏水氨基酸(图 4)。

图1  柽柳LTP基因序列及由此推导的氨基酸序列

Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of LTP from T. androssowii
下划线部分的 26 个氨基酸为信号肽。
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图3  植物LTP家族的分子进化树

Fig.3  Molecular phylogenic tree of the plant LTP family

图4  柽柳LTP肽链亲/疏水性分布曲线

Fig.4  Hydropathy of T. androssowii LTP

图2  几种植物LTP 的多序列比对

Fig.2  Alignment of LTP from several plants
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说明其体内具有一系列活性较高的抗逆基因，因

而可能是抗逆基因克隆的良好材料。脂质转运蛋

白基因是植物体内的一种重要抗逆基因。此基因

的克隆，对进一步揭示其结构和功能以及在抗逆

基因工程中的应用可能有一定的参考意义。

参考文献

1 张明永, 梁承邺. 植物脂质转运蛋白的研究进展.生物化学与

生物物理进展, 2000, 27(3):244~247

2 刘晓斐, 徐久振, 侯宇清等. 水稻脂质转移蛋白基因的分离

和分析.植物学报, 1999, 41(7):736~740

3 Liu KH, Lin TY. Cloning and characterization of two novel

lipid transfer protein I genes in Vigna radiata. DNA Seq,

2003, 14(6):420~426

4 Wu G, Robertson AJ, Liu X et al. A lipid transfer protein

gene BG-14 is differentially regulated by abiotic stress, ABA,

anisomycin, and sphingosine in bromegrass (Bromus inermis).

Plant Physiol, 2004, 161(4):449~458

5 Jung SH, Lee JY, Lee DH. Use of SAGE technology to reveal

changes in gene expression in Arabidopsis leaves undergoing

cold stress. Plant Mol Biol, 2003, 52(3):553~567

6 Yubero-Serrano EM, Moyano E, Medina-Escobar N et al.

Identification of a strawberry gene encoding a non-specific

lipid transfer protein that responds to ABA, wounding and

cold stress. Exp Bot, 2003, 54(389):1865~1877

7 曾凡江, 张希明, 李小明. 柽柳的水分生理特性研究进展.应

用生态学报, 2002, 13(5):611~614

8 王霞, 侯平, 尹林克等. 土壤水分胁迫对柽柳体内膜保护酶

及膜脂过氧化的影响.干旱区研究, 2002, 19(3):17~20

9 王霞, 侯平, 尹林克等. 水分胁迫对柽柳植物可溶性物质的

影响.干旱区研究, 1999, 16(2):6~11

10 王霞, 候平, 尹林克等. 土壤缓慢水分胁迫下柽柳植物内源

激素的变化.新疆农业大学学报, 2000, 23(4):41~43

11 王燕凌, 刘君, 郭永平. 不同水分状况对胡杨、柽柳组织中

几个与抗逆能力有关的生理指标的影响.新疆农业大学学报,

2003, 26(3):47~50

12 唐克轩, 开国银, 张磊等. RACE 的研究及其在植物基因克

隆上的应用. 复旦学报, 2002(自然科学版), 41(6):704~709

13 沙丁. 流沙上的无叶柽柳. 新疆林业, 1998, 24(5):36

讨　　论

RACE技术是1988年由Frohmanetal发明的一

项新的基因克隆技术。与其他基因克隆技术相

比，此技术具有简单、快速、廉价等优势，是

一种从低丰度的转录本中快速扩增cDNA的5'和3'

末端的简单而有效的方法[12]。本文采用的是 BD

Biosciences 公司的RACE试剂盒，并在PCR过程

中应用了降落 P C R 程序。实验中我们发现，用

于 RACE 扩增的引物设计非常重要，不合适的引

物很容易产生弥散、无扩增条带或非目的片段。

而序列长、G C 含量较高的引物扩增效率高，且

特异性好。因此，进行引物设计时，最好选择

GC 含量较高的区域。同时，引物长度应不少于

26个碱基，这样才能保证扩增产物的特异性。另

外，我们将说明书推荐的降落 PCR 程序进行了改

动，增加 94℃预变性 1 min，同时，将 94℃变

性时间和退火时间适当延长，并增加循环次数。

这样，P C R 的扩增效果更好。

脂质转运蛋白是一类小分子量的碱性蛋白。

据报道，在植物中这类蛋白中氨基酸序列的同源

性在30%~70% 之间[1]。说明脂质转运蛋白的氨基

酸序列在不同物种之间的同源性相差较大。从脂

质转运蛋白氨基酸多序列比较的结果可以发现，

它们的信号肽区域(前30个左右的氨基酸)氨基酸

的序列保守性较低，但都富含疏水性氨基酸。各

个物种的脂质转运蛋白所含的8个半胱氨酸残基在

位置上是完全相同的，具有高度的保守性，显

然，这 8 个半胱氨酸残基对维持此蛋白功能起重

要作用。这也是脂质转运蛋白的结构特点之一。

柽柳抗旱和耐盐能力非常强，而且是可以在

死亡之海 ——塔克拉马干沙漠中存活的物种[13]。


